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^ (54) Title: EXPRESSION OF RECOMBINANT PROTEINASE K FROM <I>TRITIRACHTUM ALBUM </I>IN YEAST 

^ (54) Bezeicbnung: EXPRESSION DER REKOMB INANTEN PROTEINASE K AUS TRITIRACHTUM ALBUM IN HEFE 
Tf 

^ (57) Abstract: The invention relates to a method for the expression in solution of a proteinase K encoding gene in yeast, for example 
S? in Pichia pastoris, and subsequent secretion thereof into the culture medium. The invention further relates to a purification method 
<S of the heterologously expressed and secreted proteinase K. 

Q (57) Zusammenfassung: Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur loslichen Expression eines fur die Proteinase K kodieren- 
£^ den Gens in Hefe, z.B. in Pichia pastoris, mit anschlieBender Sekretion in das Kulturmedium. Des weiteren wird ein Aufreinigungs- 
^ verfahren der heterolog exprimierten und sekretierten Proteinase K beschrieben. 
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Expression der rekombinanten Proteinase K aus Tritirachium album in Hefe 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur HersteDung von rekombinanter Proteinase 
K in loslicher und aktiver Form in wirtschaftlich interessanten Mengen 

Proteinase K (E.C 3.4.21. 64, bekannt auch als Endopeptidase K) ist eine extrazellulare Endopep- 
tidase, die von dem Pilz Tritirachium album Limber synthetisiert wird. Sie gehort zur Klasse der 

on /CO A 

Serinproteasen mit der typischen katalytischen Triade Asp -His -Ser (Jany, K.D. et al. (1986) 
FEBS Letters Vol 199(2), 139-144). Da die Sequenz der 279 Aminosauren langen Polypeptidkette 
(Gunkel, F.A. und Gassen, H.G. (1989) Eur. J. Biochem. Vol. 179(1), 185-194) und die dreidi- 
mensionale Struktur (Betzel, C. et al. (1988) Eur. J. Biochem. Vol. 178(1), 155-71) eine hohe Ho- 
mologie mit den bakteriellen Subtilisinen aufweist, wird Proteinase K zur Subtilisinfamilie ge- 
zahlt (Pahler, A. et al. (1984) EMBO J. Vol. 3(6), 1311-1314; Jany, ICD. und Mayer, B. (1985). 
Biol Chem. Hoppe-Seyler y Vol. 366(5), 485-492). Benannt wurde die Proteinase K auf Grand 
ihrer Fahigkeit, natives Keratin zu hydrolysieren und somit dem Pilz ein Wachstum auf Keratin 
als einziger C- und N-Quelle zu ermoglichen (Ebeling, W. et al. (1974) Eur. /. Biochem. Vol. 
47(1), 91-97). Proteinase K ist mit einer spezifischen Aktivitat von tiber 30 U/mg eine der aktiv- 
sten bekannten Endopeptidasen (Betzel, C. et al. (1986)/FEBS Lett. Vol. 197(1-2), 105-110) und 
hydrolysiert unspezifisch native sowie denaturierte Proteine. 

Die Proteinase K aus Tritirachium album Limber wird im naturlichen Wiit als Praproprotein 
translatiert. 1989 wurde durch Gunkel, FA und Gassen, H.G. (1989) Eur. J. Biochem. Vol. 
179(1), 185-194 die Sequenz der cDNA des Gens, das fiir die Proteinase K codiert, entschlusselt. 
Demnach setzt sich das Gen fiir die Praproproteinase K aus 2 Exons zusammen und codiert fiir 
eine 15 Aminosauren lange Signalsequenz, eine 90 Aminosauren lange Prosequenz und eine 279 
Aminosauren lange reife Proteinase K. Ein 63 bp langes Intron befindet sich im Bereich der Pro- 
sequenz. Das Prapeptid wird bei der Translokation in das endoplasmatische Retikulum (ER) ab- 
gespalten. Ober die daran anschliefiende Prozessierung zur reifen Proteinase K unter Abspaltung 
des Propeptids ist heute noch sehr wenig bekannt 
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Die reife Proteinase K besteht folglich aus 279 Aminosauren. Die kompakte Struktur wird durch 
zwei Disulfidbriicken und zwei gebundene Calciumionen stabilisiert Dies erklart, warum 
Proteinase K im Vergleich zu anderen Subtilisinen eine deutlich hohere Stabilitat gegeniiber ex- 
tremen pH-Werten, hohen Temperaturen, chaotropen Substanzen und Detergenzien zeigt (Do- 
lashka, P. et al. (1992) Int. J. Pept. Protein. Res. Vol. 40(5), 465-471). Proteinase K zeichnet sich 
durch eine hohe Thermostability (bis 65°C, Bajorath et al. (1988), Eur. J. Biochem. Vol 176, 441- 
447) und einen weiten pH-Bereich (pH 7,5-12,0, Ebeling, W. et al. (1974) Eur. J. Biochem. Vol. 
47(1), 91-97) aus. Die Aktivitat wird in Anwesenheit von denaturierenden Substanzen wie Harn- 
stoff oder SDS gesteigert (Hilz, H. et al. (1975) J. Biochem. Vol. 56(1), 103-108; Jany, K.D. und 
Mayer, B. (1985) Biol Chem. Hoppe-Seyler, Vol. 366(5), 485-492). 

Die oben genannten Eigenschaften machen die Proteinase K insbesondere bei solchen biotech- 
nologischen Anwendungen interessant, bei denen ein unspezifischer Proteinabbau erforderlich 
ist. Besonders zu erwahnen ist hier die Nukleinsaureisolierung (DNA oder RNA) aus Rohextrakt 
und die Probenvorbereitung bei der DNA-Analytik (Goldenberger, D. et al. (1995) PCR Methods 
Appl Vol 4(6), 368-370; US 5,187,083; US 5,346,999). Weitere Anwendungen liegen im Bereich 
der Proteinanalytik wie z.B. der Strukturaufldarung. 

Proteinase K wird kommerziell in grofien Mengen durch Fermentation des Pilzes Tritirachium 
album Limber (z.B. CBS 348.55, Merck Stamm No. 2429 oder Stamm ATCC 22563) gewonnen. 
Die Produktion der Proteinase K wird dabei jedoch durch Glucose oder freie Aminosauren sup- 
primiert Da proteinhaltige Medien dariiber hinaus die Expression der Proteasen induzieren, 
miissen als einzige StickstofFquelle Proteine wie BSA, Milchpulver oder Sojabohnenmehl ver- 
wendet werden. Die Sekretion der Protease beginnt, sobald die stationare Phase des Wachstums 
erreicht ist (Ebeling, W. et al. (1974) Eur. J. Biochem. Vol. 47(1), 91-97). 

Da demzufolge Tritirachium album Limber fur eine Fermentation in grofiem Mafistab schlecht 
geeignet ist und dariiber hinaus genetisch schwer manipuUerbar ist, wurden verschiedene Ver- 
suche untemommen, eine Ober expression von rekombinanter Proteinase K in anderen Wirts- 
zellen zu erreichen. Wegen mangelnder Expression, Bildung von inaktiven "inclusion bodies" 
oder Problemen bei der Naturierung konnten jedoch bei diesen Versuchen keine signifikante 
Aktivitat nachgewiesen werden (Gunkel, F.A. und Gassen, H.G. (1989) Eur. J. Biochem. Vol. 
179(1), 185-194; Samal, B.B. et al. (1996) Adv. Exp. Med. Biol Vol. 379, 95-104). 

Tritirachium album Limber ist ein langsam wachsender Pilz, der nur geringe Mengen an Protea- 
sen in das Medium sezerniert. Nachteilig ist der im Vergleich zu Hefe langsamere Zellzyklus so- 
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wie die geringere erreichbare optische Dichte im Fermenter. Aufierdem ist es bekannt, dafi T. al- 
bum aufier Proteinase K auch andere Proteasen produziert, welche die Preparation verunreinigen 
konnten (Samal, B.B. et al. (1991). Enzyme Microb. Technol. Vol. 13, 66-70). 

Die Expression der Proteinase K in E. coli ist zwar prinzipiell moglich, erfolgt jedoch nicht in los- 
licher Form, sondern in sogenannten "inclusion bodies", aus denen das Enzym anschliefiend 
durch bestimmte Mafinahmen solubilisiert und renaturiert werden mufi. Der Nachteil dieser 
Methode ist, dafi bei der Solubilisierung und Renaturierung viel Protein verloren geht. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, ein Verfahren zur Herstellung von rekombi- 
nanter Proteinase K in wirtschaftlich interessanten Mengen zur Verfugung zu stellen. 

Es hat sich uberraschenderweise gezeigt, dafi es moglich ist, eine rekombinante Proteinase K als 
zymogene Vorstufe in loslicher Form in Hefe zu exprimieren und zu sekretieren, wobei eine 
autokatalytische Aktivierung zur aktiven Proteinase K erfolgt. Ein weiterer Gegenstand der Er- 
findung ist die Aufreinigung der aktiven Proteinase K aus dem Mediumuberstand. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher ein Verfahren zur Herstellung von rekombi- 
nanter Proteinase K umfassend die Schritte 

a) Transformation einer Wirtszelle mit einem Vektor enthaltend eine fur diezymogene Vor- 
stufe der Proteinase K kodierende DNA, wobei diese stromaufwarts der kodierenden Se- 
quenz mit einer Sequenz im Leserahmen fusioniert ist, welche fiir ein Signalpeptid kodiert 
und imter Kontrolle eines fiir die Wirtszelle geeigneten Promotors steht, 

b) Expression der zymogenen Vorstufe der Proteinase K 

c) Sekretion und autokatalytische Aktivierung der Proteinase K 

d) Isolierung und Reinigung der Proteinase K, 

dadurch gekennzeichnet, dafi es sich bei der Wirtszelle um Hefezellen handelt und das 
Protein in loslicher Form von diesem Expressionswirt sekretiert wird. 

In einer besonderen Ausfiihrungsform des erfindungsgemafien Verfahrens ist die Wirtszelle aus 
der folgenden Gruppe ausgewahlt: Pichia spezies, Hansenula spezies wie z.B. Hansenula poly- 
morpha, Saccharomyces spezies, Schizosaccharomyces spezies, Yarrowia spezies wie z.B. Yar- 
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rowia lipolytica, Kluyveromyces spezies und Aspergillus spezies. Besonders bevorzugt ist erfin- 
dungsgemafi, wenn Pichia pastoris als Wirtszelle verwendet wird. 

Als vorteilhaft hat sich fur das erfindungsgemafie Verfahren ferner herausgestellt, wenn die 
Wirtszelle mit einer fur die zymogene Vorstufe kodierende DNA transformiert wird und die 
Proteinase K zu einem spateren Zeitpunkt wahrend oder unmittelbar nach der Sekretion in das 
Kulturmedium autokatalytisch aktiviert wird. 

Bei Verwendung von Pichia pastoris als Wirtszelle, wird das fur die zymogene Vorstufe der 
Proteinase K kodierende Gen bevorzugt in folgende Vektoren Woniert: pPICZ, pPICZa, pGAPZ, 
pGAPZa, pPICZaA und pPIC9K , Besonders bevorzugt sind in diesem Fall die Vektoren: 
pPICZocA und pPIC9K. Insbesondere bevorzugt ist erfindungsgemafi der Vektor pPICZaA. Die 
vorstehend genannten Vektoren sindkommerziell erhaltlich (Invitrogen). 

Weiterhin ist gemaS dem erfindungsgemafien Verfahren zur Herstellung von rekombinanter 
Proteinase K bevorzugt, wenn die Expression der Proteinase K bzw. deren zymogene Vorstufe der 
Proteinase K durch Methanol (pPIC- Vektoren) induziert wird. Eine andere Moglichkeiten ist die 
Induzierung der Expression durch Glycerinaldehydphosphat (pGAP- Vektoren). 

Bei dem erfindungsgemafien Verfahren zur Herstellung von rekombinanter Proteinase K wird 
die Sekretion des Proteins bevorzugt durch die N-terminale Fusionierung des Signalpeptides des 
a-Faktors aus Saccharomyces cerevisiae eingeleitet Das bedeutet beispielsweise bei den oben ge- 
nannten Vektoren, die mit a gekennzeichnet sind, dafi diese die Nukleotidsequenz fur das Sig- 
nalpeptid des a-Faktors aus Saccharomyces cerevisiae besitzen. Bei der Translation wird dann ein 
Fusions-Protein aus Signalpeptid am N-Terminus und Zielprotein erzeugt. Ein weiteres mogli- 
ches Signalpeptid ware die naturliche Signalsequenz der Proteinase K. 

Als besonders bevorzugt hat sich ferner erwiesen, wenn zur Herstellung der rekombinanten 
Proteinase K die Wirtszelle Pichia pastoris mit dem Expressionsvektoren pPICZaA und pPIC9K, 
welche eine fiir die zymogene Vorstufe kodierende DNA enthalten, transformiert wird und das 
Gen unter Kontrolle des AOXl-Promotors und gegebenenfalls des AOXl-Terminators steht. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindimg ist ebenfalls ein Vektor enthaltend eine fiir die zymogene 
Vorstufe der Proteinase K kodierende DNA, wobei diese stromaufwarts der kodierenden Sequenz 
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mit einer Sequenz im Leserahmen fusioniert ist, welche fur ein geeignetes Signalpeptid kodiert 
und wobei das kodierende Gen unter Kontrolle eines fur die Wirtszelle geeigneten Promotors 
und gegebenenfalls Terminators steht und wobei dieser Vektor fur die Transformation dieser 
Wirtszelle geeignet ist Erfindungsgemafi ist die Wirtszelle Hefe. 

Gegenstand der Erfindung ist somit ferner ein rekombinanter Vektor, der eine oder mehrere 
Kopien der vorstehend definierten rekombinanten DNA enthalt. Der Vektor ist bevorzugt ein 
Plasmid, welches einen fiir die Wirtszelle starken Promotor und ein fiir die Wirtszelle geeignetes 
Signalpeptid zur Sekretion von Proteinen besitzt Denkbar ist aber daruber hinaus die Fusion des 
nativen Signalpeptides der Praproproteinase K an den N-Terminus des Propeptides, wie es in 
SEQ. ID. NO.: 21 (Signalsequenz 1-15 (15 Aminosauren); Prosequenz 16-104 (90 Aminosauren); 
Sequenz der reifen Proteinase K 106-384 (279 Aminosauren)) dargestellt ist Zur Herstellung des 
Expressionsvektors werden Methoden verwendet, die dem Fachmann gelaufig sind und zum Bei- 
spiel bei Sambrook et al. (1989) beschrieben sind. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine Wirtszelle transformiert mit einem 
der oben aufgefuhrten Vektoren, wobei die Wirtszelle eine Hefe ist Bevorzugterweise wird die 
Wirtszelle ausgewahlt aus der folgenden Gruppe: Pichia spezies, Hansenula spezies wie z.B. Han- 
senula polymorpha, Saccharomyces spezies, Schizosaccharomyces spezies, Yarrowia spezies wie 
z.B. Yarrowia lipolytica, Kluyveromyces spezies. und Aspergillus spezies. Besonders bevorzugt ist 
als Wirtszelle Pichia pastoris. Insbesondere ist bevorzugt, wenn mehrere Vektoren(mit jeweils 
einer Kopie des ppK-Gens) in das Genom integriert werden. 

Ferner umfafit die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur Reinigung der Proteinase K. Fiir die 
Aufreinigung der Protease werden in einem ersten Schritt die Hefezellen tiber Mikrofiltration 
bzw. Zentrifugation entfernt. Die resultierende klare Lfisung enthalt die Protease. Anschliefiend 
folgt eine UmpufFerung iiber Ultrafiltration, um das Produkt an einen Kationenaustauscher, bei- 
spielsweise SP-Sepharose oder SP-Sephadex (Pharmacia) oder SP-Toyopearl (Tosoh Corpora- 
tion) zu binden. Nach der Elution erfolgt eine erneute UmpufFenmg iiber Ultrafiltration und die 
Bindung an einen Anionenaustauscher, beispielsweise DEAE-Sepharose oder Q-Sepharose (Phar- 
macia) oder DEAE-Fraktogel (Merck). Nach der erneuten Elution wird die reine Protease tiber 
Ultrafiltration in ein stabiles PufFersystem tiberfuhrt (Protein Purification, Principles and Prac- 
tice, Robert K. Scopes, Springer Verlag, 1982). Der Fachmann kann jedoch auch andere Metho- 
den zur Reinigung verwenden, die zum Stand der Technik gehoren. 
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Durch das erfindungsgemafie Verfahren ist es iiberraschenderweise gelungen, rekombinante 
Proteinase K herzusteUen, wobei das Enzym loslich und aktiv von einer heterologen WirtszeUe 
produziert wird. Bei der Expression der Proteinase K mit anschliefiender Sekretion des Enzyms in 
das Kulturmedium ist insbesondere von Vorteil, dafi verhindert wird, dafi die Proteinase K im 
Cytosol der WirtszeUe eine stark toxische Wirkung entfaltet. Weiterhin wird die korrekte Ausbil- 
dung der zwei Disulfidbriicken gewahrleistet, die im reduzierenden Milieu des Cytosols auch 
nicht ohne weiteres stattfinden konnte. Somit ist ein entscheidender Vorteil des erfindungsge- 
mafien Verfahrens, dafi ein Weg fur die losliche und aktive Produktion einer rekombinanten 
Proteinase K bereitgestellt wird. Es ist sehr iiberraschend und nicht erklarlich, dafi die Ober- 
flachenproteine der erfindungsgemafien Wirtszellen durch eine sekretierte Proteinase K nicht 
hydrolysiert werden. Bei der zu erwartenden Hydrolyse der Oberflachenproteine durch Proteina- 
se K wtirde die WirtszeUe in ihrem Lebenszyklus gestort 

Durch das erfindungsgemafie Verfahren wird eine Proteinase K erhalten, welche homogen ist 
und daher in besonderem Mafie fiir analytische und diagnostische Anwendungen geeignet ist 
Die erfindungsgemafie zyraogene Vorstufe der Proteinase K kann gegebenenfalls weitere N- 
terminale Modifikationen enthalten, und zwar insbesondere Sequenzen, die eine Reinigung des 
Zielproteins erleichtern ("affinity tags"). Ferner kann die zymogene Vorstufe Sequenzen ent- 
halten, welche die Effizienz der Translation erhdhen, welche die Faltungseffizienz steigern 
und/oder auch solche Sequenzen, die zu einer Sekretion des Zielproteins in das Kulturmedium 
fuhren (naturliche Prasequenz und andere Signalpeptide). 

Unter Proteinase K im Sinne der Erfindung sind sowohl die in SEQ. ID. NO.: 1 angegebene Se- 
quenz nach Gassen et al. (1989), als auch andere Varianten der Proteinase K aus Tritirachium al- 
bum Limber, wie die in Ch. Betzel et al. (Biochemistry 40 (2001), 3080-3088) offenbarte Amino- 
sauresequenz sowie insbesondere Proteinase T (Samal, B.B. et aL (1989) Gene Vol. 85(2), 329- 
333; Samal, B.B. et al. (1996) Adv. Exp. Med. Biol. VoL 379, 95-104) und Proteinase R (Samal, 
B.B. et al. (1990) MoL Microbiol. Vol. 4(10), 1789-1792; US 5,278,062) und dartiber hinaus mit 
rekombinanten Mitteln erzeugte Varianten (wie zum Beispiel in der WO 96/28556 beschrieben) 
zu verstehen. SEQ. ID. NO.: 1 umfafit eine Prosequenz (1-90; 90 Aminosauren) und die Sequenz 
der reifen Proteinase K (91-368; 279 Aminosauren). Die von Betzel et al. (Biochemistry 40 
(2001), 3080-3088) beschriebene Proteinase-K-Aminosauresequenz weist insbesondere in Posi- 
tion 207 der aktiven Protease Aspartat anstatt eines Serintestes auf. 
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Pro-Proteinase K im Sinne der Erfindung bedeutet insbesondere eine Proteinase K, die am N- 
Terminus mit ihrer Prosequenz gemafi SEQ. ID, NO.: 1 verkniipft ist. Bei dem mit Proteinase K 
eng verwandten Subtilisin E und entsprechenden Varianten hat die Prosequenz einen essentiellen 
Einflufi auf die Faltung und Bildung von aktiver Protease (Ikemura, H. et al. (1987) Biol. Chem. 
Vol. 262(16), 7859-7864). Es wird insbesondere vermutet, dafi die Prosequenz als intramolekula- 
res Chaperon wirkt (Inouye, M. (1991) Enzyme Vol. 45, 314-321). Nach der Faltung findet die 
Prozessierung zur reifen Subtilisin-Protease statt, indem das Propeptid autokatalytisch abge- 
spalten wird (Ikemura, H. und Inouye, M. (1988) J. Biol. Chem. Vol. 263(26), 12959-12963). 
Dieser Prozefi findet bei Subtilisin E (Samal, B.B. et al. (1989) Gene Vol. 85(2), 329-333; Volkov, 
A. und Jordan, F. (1996) J. Mol. Biol. Vol. 262, 595-599), Subtilisin BPN' (Eder, J. et al. (1993) 
Biochemistry Vol. 32, 18-26), Papain (Vernet, T. et al. (1991) J. Biol. Chem. Vol. 266(32), 21451- 
21457) und Thermolysin (Marie-Claire, C. (1998) J. Biol. Chem. Vol. 273(10), 5697-5701) intra- 
molekular statt 

Fur die Funktion als Chaperon scheinen nur bestimmte, meist hydrophobe Kernbereiche der 
Prosequenz notwendig zu sein, da Mutationen in weiten Bereichen ohne Einflufi auf die Aktivitat 
bleiben (Kobayashi, T. und Inouye, M. (1992) /. Mol Biol Vol. 226, 931-933). Aufierdem ist be- 
kannt, dafi Propeptide zwischen verschiedenen Subtilisinvarianten austauschbar sind. So erkennt 
zum Beispiel Subtilisin BPN' auch die Prosequenz von Subtilisin E (Hu, Z. et al. (1996) /. Biol 
Chem. Vol. 271(7), 3375-3384). 

Die vorliegende Erfindung umfafit somit sowohl die 90 Aminosauren lange Prosequenz nach 
SEQ. ID. NO.: 1, als auch andere Varianten, die eine faltungsfbrdernde Funktion erfullen. Eben- 
falls umfafit ist ein Propeptid, das exogen zu der Faltung von reifer Proteinase K gegeben wird 
und die oben ausgefiihrten Funktionen erfiillt. 

Der wesentliche Vorteil des erfindungsgemafien Verfahrens ist daher, dafi die rekombinante 
Proteinase K loslich und aktiv von einem Expressionswirt in das Kultunnedium sekretiert wird. 
Dariiber hinaus wird der bei dem erfindungsgemafien Verfahren eingesetzte Expressionswirt 
durch die sehr aktive und unspezifische Protease nicht geschadigt oder in sonstiger Weise negativ 
beeinflufit, d.h. insbesondere, dafi das Wachstum weiter problemlos erfolgt und eine verstarkte 
Zell-Lyse nicht zu beobachten ist Zudem ist der erfindungsgemafie Expressionswirt im Vergleich 
zu Tritirachium album leichter handhabbar und zeichnet sich durch hohere Wachstumsraten aus. 
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Figurenbeschreibung 
Figur 1 

Expressionsplasmid pPICPK-1. Eine fiir die zymogene Proform der Proteinase K kodierende Se- 
quenz kloniert in den Ausgangsvektor pPICZaA (Invitxogen) . 

Figur 2 

Expressionsplasmid pPICPK-2. Eine fiir die zymogene Proform der Proteinase K kodierende Se- 
quenz kloniert in den Ausgangsvektor pPIC9K (Invitxogen). 

Beispiele 

Beispiel 1 
Gensynthese 

Das Gen fur die reife Proteinase K aus Tritirachium album Limber ohne Signalsequenz und ohne 
Intron wurde mittels Gensynthese generiert. Als Vorlage wurde die 368 Aminosauren lange Seq- 
uenz (ohne natives Signalpeptid) von Gunkel und Gassen, 1989 verwendet, Durch Riicktrans- 
lation der Aminosauresequenz wurde eine fiir die Expression sowohl in Exoli wie auch Hefe co- 
don-optimierte Nukleinsauresequenz erstellt Die Aminosauresequenz ist in SEQ. ID. NO.: 1, die 
NuHeotidsequenz in SEQ. ID. NO.: 2 dargestellt 

Fur die Gensynthese wurde das Gen in 18 Fragmente aus Sinn- und reversen, komplementaren 
Gegenstrangoligonukleotiden in alternierender Folge unterteilt (SEQ. ID. NO.: 3-20). Am 5 f - und 
3'-Ende wurde jeweils ein mindestens 15 bp- langer Bereich angehangt, der jeweils mit den 
benachbarten Oligonukleotiden tiberlappt An die 5 - und 3 ! -Enden des synthetischen Gens wur- 
den aufierhalb des codierenden Bereichs zur spateren Klonierung in Expressionsvektoren Erken- 
nungsstellen fiir Restriktionsendonukleasen angehangt Fiir die Klonierung des pro-Proteinase 
K-Gens wurde als 5'-Primer das in SEQ. ID. NO.: 3 dargestellte Oligonukleotid verwendet, das 
eine EcoRI-Schnittstelle enthalt. SEQ. ID. NO.: 20 zeigt den 3 , -Primer mit Hindlll-Schnittstelle. 
Der S'-Primer enthalt ein zusatzliches Stoppcodon nach dem natiirlichen Stoppcodon, urn eine 
gesicherte Termination der Translation zu gewahrleisten. 

Die Oligonukleotide wurden mittels PCR-Reaktion miteinander verknupft und das daraus resul- 
tierende Gen amplifiziert. Dabei wurde das Gen zunachst in drei Fragmente zu je 6 Oligonukleo- 
tiden unterteilt und in einem zweiten PCR-Zyklus die drei Teilstticke miteinander verknapft. 
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Fragment 1 setzt sich aus den Oligonukleotiden wie in SEQ. ID. NO.: 3-8 dargestellt, Fragment 2 
aus Oligonukleotide wie in SEQ. ID. NO.: 9-14 dargestellt und Fragment drei aus Oligonukleotid 
wie in SEQ. ID. NO.: 15-20 dargestellt, zusammen. 



Folgende PCR-Parameter wurden angewandt: 
PCR-Reaktion 1 (GenerierungderdreiTeilstiicke) 



5 min 
2 min 
2 min 
1,5 min 
7 min 




hotstart 
30 Zyklen 
final extension 



PCR-Reaktion 2 (Verkniipfung der Teilstucke zum Gesamtgen) 



5 min 
1,5 min 
2 min 
2 min 




hotstart 



6 Zyiden (ohne endstandige Primer) 



Zugabe der enstandigen Primer 
1,5 min 95°C 

1,5 min 60°C v 25 Zyklen (mit endstandigen Primern) 

2 min 72°C J 

7 min 72°C final extension 



Beispiel 2 

Klonierung des synthetischen Proteinase K-Fragmentes aus der Gensynthese 
Der PCR-Ansatz wurden auf ein Agarosegel aufgetragen und das ca. 1 130 Bp gro£e PCR-Fragment 
wurde aus dem Agarosegel (Geneclean II Kit von Bio 101, Inc CA USA) isoliert Das Fragment wur- 
de mit den EcoRI- und Hindlll-Restriktionsendonukleasen (Roche Diagnostics GmbH, Germany) 1 
Stunde bei 37°C geschnitten. Gleichzeitig wurde das pUC18-Plasmid (Roche Diagnostocs GmbH, 
Germany) mit den EcoRI- und HindlE-Restriktionsendonukleasen 1 Stunde bei 37°C geschnitten, 
der Ansatz mittels Agarosegddektorphorese au%etrennt und das 2635 Bp grofie Vektorfragment 
isoliert Anschliefiend wurden das PCR-Fragment und das Vektorfragment mittels T4-DNA-Iigase 
miteinander ligiert Dazu wurden 1 pi (20 ng) Vektorfragment und 3 |il (100 ng) PCR-Fragment, 1 
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Hi 10 x Ligase-Puffer (Maniatis et al, 1989 B.27), 1 pi T4-DNA-Ligase, 4 |il steriles H 2 0 bidest 
pipettiert, vorsichtig gemischt und iiber Nacht bei 16°C inkubiert 

Das Idonierte Gen wurde mittels Restriktionsanalyse und durch mehrfache Sequenzierung beider 
Strange untersucht 

Beispiel 3 
Vektorkonstruktion 

Das synthetische Gen mufite zunachst wieder aus dem pUC-Plasmid isoliert werden. Zu diesem 
Zweck wurden 1 (ag Plasmid-DNA zunachst mit der Restriktionsendonuklease Hindlll (Roche 
Diagnostics GmbH) nach den Herstellerangaben inkubiert und anschliefiend die Restriktions- 
endonuklease durch Erwarmung auf 65°C fiir 20 min inaktiviert Anschliefiend wurden dabei 
entstehenden DNA-Oberhange mit Klenow-Polymerase nach Herstellerangaben (Roche Dia- 
gnostics GmbH) aufgefiillt und die Klenow-Polymerase dann durch Inkubation bei 75°C fiir 10 
min inaktiviert. Zuletzt wurde das nun linearisierte Vektorfragment des o.a. pUC-Plasmides mit 
der Restriktionsendonuklease EcoRI (Roche Diagnostics GmbH) nach den Herstellerangaben ge- 
schnitten, der Restriktionsansatz auf ein l%iges Agarosegel aufgetragen und die Fragmente der 
Grofie nach durch Anlegen von Strom (100 V/ 150 mA) voneinander getrennt. Das ca. 1120 bp 
grofie Fragment, enthaltend das Gen fiir die Proproteinase K (ppfc-Gen) wurde aus dem Aga- 
rosegel isoliert (QIAquick Gel Extraction Kit/Qiagen). 

Der Vektor pPICZaA (Invitrogen) wurde mit der Restriktionsendonuklease Asp718I (Roche 
Diagnostics GmbH) nach den Herstellerangaben geschnitten und Restriktionsendonuklease 
durch Erwarmung des Inkubationsansatzes auf 65°C fiir 20 min inaktiviert. Anschliefiend wur- 
den dabei entstehenden DNA-t)berhange mit Klenow-Polymerase nach Herstellerangaben 
(Roche Diagnostics GmbH) aufgefiillt und die Klenow-Polymerase dann durch Inkubation bei 
75°C fiir 10 min inaktiviert Zuletzt wurde das nun linearisierte Vektorfragment von pPICZaA 
mit der Restriktionsendonuklease EcoRI (Roche Diagnostics GmbH) nach den Herstellerangaben 
geschnitten, der Restriktionsansatz auf ein l%iges Agarosegel aufgetragen und die Fragmente der 
Grofie nach durch Anlegen von Strom (100 V/ 150 mA) voneinander getrennt Das ca. 3550 bp 
grofie Vektorfragment wurde aus dem Agarosegel isoliert (QIAquick Gel Extraction Kit/Qiagen). 

Die so gewonnenen Fragmente wurden nach Standardmethode (Sambrook et al. 1989) miteinan- 
der ligiert In diesem Vektor steht das ppfc-Gen unter Kontrolle des AOX 1 -Promoters (Promotor 
fur die Alkoholoxidase 1 aus Pichia pastoris, mit Methanol induzierbar) und wird mit dieser Klo- 
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nierungsstrategie im korrekten Leserahmen hinter das Signalpeptid des a-Faktors aus Saccharo- 
myces cerevisiae kloniert. Das so insertierte Genfragment wurde dann mittels Restriktionsanalyse 
und Sequenzierung auf fehlerfreie Basensequenz untersucht Der so entstandene Expressions- 
vektor, der das ppfc-Gen, das fur die Proproteinase K kodiert, enthalt, wurde pPICPK-l(s. Fig. 1) 
genannt. 

Anschliefiend wurde das ppk-Gen ebenfalls in pPIC9K (Invitrogen) kloniert. Dazu wurde der 
Vektor pPICPK-1 mit den Restriktionsendonukleasen Pmel und NotI (Roche Diagnostics 
GmbH) nach den Herstellerangaben geschnitten, die Fragmente aus dem Restriktionsansatz in 
einem l%igen Agarosegel der Grofie nach aufgetrennt und das ca. 1960 bp grofie Fragment, ent- 
haltend den 3 ! -Teil der AOXl-Promotor-Region, die Sequenz fur das Signalpeptid des a-Faktors 
und das ppfc-Gen, aus dem Gel isoliert (QIAquick Gel Extraction Kit/Qiagen). Gleichzeitig wurde 
der Vektor pPIC9K mit den Restriktionsendonukleasen Pmel und NotI (Roche Diagnostics 
GmbH) nach den Herstellerangaben geschnitten, die Fragmente aus dem Restriktionsansatz in 
einem l%igen Agarosegel der Grofie nach aufgetrennt und das ca. 8450 bp grofie Vektorfragment 
aus dem Gel isoliert (QIAquick Gel Extraction Kit/Qiagen). 

Anschliefiend wurden die so gewonnenen Fragmente nach Standardmethode (Sambrook et al. 
1989) miteinander ligiert In diesem Vektor steht das ppk-Gen ebenfalls unter Kontrolle des AOX 
1 -Promoters (Promotor fur die Alkoholoxidase 1 aus Pichia pastoris, mit Methanol induzierbar). 
Der Vektor pPIC9K unterscheidet sich von dem Vektor pPICZaA durch den Selektionsmarker 
imd durch drei dem Fachmann bekannten Integrationsmoglichkeit in das Pichia Genom je nach 
Vektorlinearisierung vor der Transformation wahrend die Integration von pICZccA in den 
AOX1 -Locus festgelegt ist Das insertierte Genfragment wurde dann mittels Restriktionsanalyse 
und Sequenzierung auf fehlerfreie Basensequenz untersucht 

Der so entstandene Expressionsvektor, der das ppk-Gen, das fur die Proproteinase K kodiert, ent- 
halt, wurde pPICPK-2 (s. Fig. 2) genannt 

Beispiel 4 

Transformation von pPICPK-1 in Pichia pastoris 

Zur Transformation von pPICPK-1 in Pichia pastoris X-33 mit anschliefiender Integration in das 
Genom wurde der Vektor zunachst mit Pmel (Roche Diagnostics GmbH) linearisiert. Die Trans- 
formation wurde mittels Hektroporation mit dem Gene Pulser II (Biorad) durchgeflihrt. 
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Dazu wurde eine Kolonie von Pichia pastoris Wildtypstamm in 5 ml YPD-Medium (nach Invi- 
trogen-Katalog) angeimpft und bei 30°C uber Nacht unter Schutteln inkubiert. Die Ubernacht- 
kultur wurde anschliefiend 1:2000 in 200 ml frisches YPD-Medium (nach Invitrogen-Katalog) 
iiberimpft und iiber Nacht bei 30°C unter Schutteln inkubiert, bis eine ODeoo von 1,3 - 1,5 er- 
reicht war. Die Zellen wurden abzentrifugiert (1500 x g / 5 Minuten) und das Pellet in 200 ml 
eiskaltem, sterilen Wasser (0°C) resuspendiert Die Zellen wurden wiederum abzentrifugiert 
(1500 x g/5 Minuten) und in 100 ml eiskaltem, sterilen Wasser (0°C) resuspendiert. Die Zellen 
wurden wiederum abzentrifugiert, in 10 ml eiskaltem (0°C) 1 M Sorbitol (ICN) resuspendiert. 
Die Zellen wurden wiederum abzentrifugiert, in 0,5 ml eiskaltem (0°C) 1 M Sorbitol (ICN) re- 
suspendiert. Die so gewonnenen Zellen wurden auf Eis gehalten und sofort zur Transformation 
eingesetzL 

80 pi der Zellen wurden mit ca. 1 jig linearisierter pPICPK-l-Vektor-DNA versetzt und der ge- 
samte Ansatz in eine eiskalte (0°C) Hektroporationsktivette transferiert und weitere 5 Minuten 
auf Eis inkubiert. Anschliefiend wurde die Kiivette in den Gene Pulser II (Biorad) tiberfuhrt und 
die Transformation bei 1 kV, 1 kfi und 25fiF durchgefiihrt Nach der Elektroporation wurde der 
Ansatz mit 1 ml 1M Sorbitol (ICN) versetzt und anschlieBend 100 - 150 pi auf eine YPDS-Agar- 
platte (nach Invitrogen-Katalog) mit lOOpg/ml Zeocin® (Invitrogen) ausplattiert Die Platten 
wurden anschliefiend 2-4 Tage bei 30 °C inkubiert 

Die Klone wurden auf Raster-MD (= minimal Dextrose)-Platten iiberimpft und weiter analysiert. 

Gewachsene Klone wurden gepickt, in 20 |xl steriles Wasser resuspendiert, mit 17,5 U Lyticase 
(Roche Diagnostics GmbH) aufgeschlossen (1 Stunde, 37°C) und direkt mittels PCR auf die 
korrekte Integration der ppfc-Expressionskassette untersuchL 

Klone, die die komplette Expressionskassette bei der Transformation in das Genom integriert 
haben, wurden dann in Expressionsversuchen eingesetzt 

Beispiel 5 

Transformation von pPICPK-2 in Pichia pastoris 

Zur Transformation von pICPK-2 in Pichia pastoris GS115 mit anschlieSender Integration in das 
Genom wurde der Vektor zunachst fur Variante 1 mit Pmel (Roche Diagnostics GmbH) zur In- 
tegration in den AOXI-Locus und fur Variante II mit Sail (Roche Diagnostics GmbH) zur Inte- 
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gration in den His4-Locus linearisiert. Die Transformation wurde mittels Elektroporation mit 
dem Gene Pulser II (Biorad) durchgefuhrt 

Dazu wurde eine Kolonie von Pichia pastoris GSU5 Wildtypstamm in 5 ml YPD-Medium (nach 
Invitrogen-Katalog) angeimpft und bei 30°C fiber Nacht unter SchutteLo inkubiert Die Ober- 
nachtkultur wurde anschliefiend 1:2000 in 200 ml frisches YPD-Medium (nach Invitrogen-Kata- 
log) uberimpft und iiber Nacht bei 30°C unter Schiitteln inkubiert, bis eine OD 6 oo von 1,3 -1,5 
erreicht war. Die Zellen wurden abzentrifiigiert (1500 x g / 5 Minuten) und das Pellet in 200 ml 
eiskaltem, sterilen Wasser (0°C) resuspendiert. Die Zellen wurden wiederum abzentrifiigiert 
(1500 x g/5 Minuten) und in 100 ml eiskaltem, sterilen Wasser (0°C) resuspendiert. Die Zellen 
wurden wiederum abzentrifiigiert, in 10 ml eiskaltem (0°C) 1 M Sorbitol (ICN) resuspendiert 
Die Zellen wurden wiederum abzentrifiigiert, in 0,5 ml eiskaltem (0°C) 1 M Sorbitol (ICN) re- 
suspendiert Die so gewonnenen Zellen wurden auf Eis gehalten und sofort zur Transformation 
eingesetzt. 

80 nl der Zellen wurden mit ca. 1 ^ig linearisierter pICPK-2-Vektor-DNA versetzt und der gesam- 
te Ansatz in eine eiskalte (0°C) Hektroporationskiivette transferiert und weitere 5 Minuten auf 
Eis inkubiert Anschliefiend wurde die Kuvette in den Gene Pulser II (Biorad) uberfiihrt und die 
Transformation bei 1 kV, 1 kQ und 25^F durchgefiihrt. Nach der Elektroporation wurde der An- 
satz mit 1 ml 1M Sorbitol (ICN) versetzt und anschliefiend 100 - 150 \j! auf eine MM-Agarplatte 
(Minimalmedium nach Invitrogen-Katalog) ohne Histidin ausplattiert Die Platten wurden an- 
schliefiend 2-4 Tage bei 30 °C inkubiert. Klone von Pichia pastoris GS115, die durch Mutation 
ein defektes His4-Gen (Histidinoldehydrogenase) besitzen, konnen auf diesen Platten nur 
wachsen, wenn Sie den Vektor pPICPK-2 integriert haben, der das funktionsfahige His4-Gen als 
Insert besitzt imd somit die Defizienz in der Histidinbiosynthese aufhebt. 

Die Klone wurden auf Raster-MD (= minimal Dextrose)-Platten uberimpft und weiter analysiert. 
Gewachsene Klone wurden gepickt, in 20 |il steriles Wasser resuspendiert, mit 17,5 U Lyticase 
(Roche Diagnostics GmbH) aufgeschlossen (1 Stunde, 37°C) und direkt mittels PCR auf die kor- 
rekte Integration der ppfc-Expressionskassette untersucht 

Klone, die die komplette E^ressionskassette bei der Transformation in das Genom integriert 
haben, wurden dann in Expressionsversuchen eingesetzt 



WO 02/064760 



14 



PCT/EP02/01144 



Beispiel 6 

Expression der Proteinase K 

Positive Klone wurden in 10 ml BMGY-Medium (nach Invitrogen-Katalog) angeimpft und iiber 
Nacht bei 30°C unter Schtitteln inkubiert Anschliefiend wurden die OD bei 600 nm bestimmt 
und so in 10ml BMMY-Medium (nach Invitrogen-Katalog) uberimpft, dafi eine OD 6 oo von 1 re- 
sultierte. Das BMMY-Medium (nach Invitrogen-Katalog) enthalt Methanol (Mallinckrodt Baker 
B.V.), das die Expression der Proteinase K iiber den AOX 1-Promotor induziert. 

Die Schuttelkolben wurden bei 30°C unter Schtitteln inkubiert, alle 24 Stunden Proben gezogen, 
die ODeoo bestimmt, ein Aktivitatstest auf Expression der Proteinase K durchgefiihrt und jeweils 
mit 0,5% Methanol (Mallinckrodt Baker B.V.) zur weiteren Induktion nachgefuttert. Die Expres- 
sionsversuche liefen iiber 168 Stunden. 

Beispiel 7 

Aktivitatstest der sekretierten rekombinanten Proteinase K 

Fiir den Aktivitatstest der rekombinanten Proteinase K benotigt man CaCl 2 x 2H 2 0 (Merck ID- 
Nr. 102382), DMSO (Merck ID-Nr. 109678), das Substrat Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA (Roche 
Diagnostics ID-Nr. 0716766) und Tris-Base (Roche Diagnostics ID-Nr. 0153265). 

Die Losungen setzen sich wie folgt zusammen: 

Losung 1: 50 mmol/1 Tris-Base; 10 mmol/L CaCl 2 pH 8,2 

Losung 2: 125 mg Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA in 1 ml DMSO gelost 

Die Zellen werden abzentrifiigiert (5 min 10000 rpm Eppendorf-Tischzentrifuge) und der Ober- 
stand 1:500 in Losung 1 verdiinnt. 

2 ml von Losung 1 werden in eine Kiivette pipettiert und mit 0,02 ml von Losung 2 versetzt Die 
beiden Losungen werden vermischt und auf die Reaktionstemperatur von 25°C temperiert Die 
Reaktion wird durch Zugabe von 0,05 ml des wie o.a. verdunnten Oberstandes und nochmaligen 
Mischen gestartet, die Absorbtionsanderung bei 405 nm gemessen und das AA/min aus dem 
linearen Bereich gemessen. Die Auswertung erfolgt dann nach folgender Formel: 

2,07 

Aktivitat = AA/min [U/ml Probe-Losung] 

6x1x0,05 
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2,07 = Probevolumen 

B405 = 10,4 [mmol 1 x 1 x cm" 1 ] 

1 = Schichtdicke der Kiivette 

0,05 = Volumen der zugegebenen Probe 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur Herstellung von rekombinanter Proteinase K umfassend die Schritte 

a) Transformation einer Wirtszelle mit einem Vektor enthaltend eine fur die zymogene Vor- 
stufe der Proteinase K kodierende DNA, wobei diese stxomaufwarts der kodierenden Se- 
quenz mit einer Sequenz im Leserahmen fasioniert ist, welche fur ein Signalpeptid kodiert 
und unter Kontrolle eines far die Wirtszelle geeigneten Promoters steht, 

b) Expression der zymogenen Vorstufe der Proteinase K, 

c) Sekretion und autokatalytische Aktivierung der Proteinase K, 

dadurch gekennzeichnet, dafi es sich bei der Wirtszelle urn Hefezellen handelt und das 
Protein loslich von diesem Expressionswirt sekretiert wird. 

2. Verfahren gemafi Anspruch 1, wobei die Wirtszelle ausgewahlt ist aus der folgenden Gruppe: 
Pichia sp. Hansenula sp., Saccharomyces sp., Schizosaccharomyces sp, Yarrowia sp., 
Kluyveromyces sp. und Aspergillus sp. 

3. Verfahren gemafi einem der Anspniche 1 oder 2, wobei es sich bei der Wirtszelle urn Pichia 
pastoris handelt. 

4. Verfahren gemafi Anspruch 3, wobei das Gen, das fur die zymogene Vorstufe der Proteinase 
K kodiert in einen der folgenden Vektoren Honiert wird: pPICZ, pPICZoc, pGAPZ, 
pGAPZo, pPICZocA und pPIC9K 

5- Verfahren gemafi Anspruch 3 oder 4, wobei die Wirtszelle mit einem der folgenden Vektoren 
transformiert wird: pPICPK-1 und pPICPK-2. 

6. Verfahren gemafi einem der Anspniche 1 bis 5, wobei die Expression der zymogenen Vor- 
stufe der Proteinase K durch Methanol induziert wird. 

7. Verfahren gemafi einem der Ansprttche 1 bis 6, wobei die Sekretion des Proteins durch die 
N-tenninale Fusionierung eines Signalpeptides eingeleitet wird 
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8. Verfahren gemafi einem der Anspriiche 1 bis 7, wobei die Sekretion des Proteins durch die 
N-terminale Fusionierung eines Signalpeptides des a-Faktors aus Saccharomyces cerevisiae 
eingeleitet wird 

9. Verfahren gemafi einem der Anspriiche 1 bis 8, wobei die Wirtszelle Pichia pastoris mit dem 
Expressionsvektor pPICZocA, welcher eine fur die zymogene Vorstufe der Proteinase K ko- 
dierende DNA enthalt, transformiert wird und das Gen unter Kontrolle des AOXl -Promo- 
tors steht. 

10. Vektor enthaltend eine fur die zymogene Vorstufe der Proteinase K kodierende DNA, wobei 
diese DNA stromaufwarts der kodierenden Sequenz mit einer Sequenz im Leserahmen fusio- 
niert ist, welche fux ein geeignetes Signalpeptidkodiert, und das kodierende Gen unter Kon- 
trolle eines fur die Wirtszelle geeigneten Promotors steht und dieser Vektor fur die Transfor- 
mation von Hefe geeignet ist. 

11. Vektor gemafi Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dafi er fur. die Transformation von 
Pichia pastoris geeignet ist 

12. Vektor enthaltend eine fur eine zymogene Vorstufe der Proteinase K kodierende DNA ge- 
mafi Anspruch 10 oder 11 ausgewahlt aus der folgenden Gruppe: pPICZ, pPICZcc, pGAPZ, 
pGAPZct, pPICZoA und pPIC9K. 

13. Vektor gemafi einem der Anspriiche 10 bis 12, wobei der Vektor pPICZocA ist. 

14. Vektor gemafi einem der Anspriiche 10-12, wobei der Vektor enthaltend eine fur die zymo- 
genen Vorstufe der Proteinase K kodierende DNA pPICPK-1 oder pPICPK-2 ist. 

15. Wirtszelle transformiert mit einem Vektor gemafi einem der Anspriiche 10-14 wobei die 
Wirtszelle eine Hefe ist 

16. Wirtszelle gemafi Anspruch 15, wobei die Wirtszelle ausgewahlt ist aus der folgenden 
Gruppe: Pichia sp., Hansenula sp., Saccharomyces sp., Schizosaccharomyces sp., Yarrowia 
sp., Kluyveromyces sp. und Aspergillus sp. 
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17. Wirtszelle gemafi Anspruch 15 oder 16, wobei die Wirtszelle Pichia pastoris ist. 
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Figur 2 
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SEQUENCE LISTING 

<110> Roche Diagnostics GmbH 

<120> Expression der rekombinanten , Proteinase K aus 
Tritirachium album in Hefe 

<130> 5441/00/DE 

<140> 
<141> 

<160> 21 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 369 
<212> PRT 

<213> Tritirachium album Limber 
<400> 1 

Ala Pro Ala Val Glu Gin Arg Ser Glu Ala Ala Pro Leu lie Glu Ala 
15 10 15 

Arg Gly Glu Met Val Ala Asn Lys Tyr He Val Lys Phe Lys Glu Gly 
20 25 30 

Ser Ala Leu Ser Ala Leu Asp Ala Ala Met Glu Lys He Ser Gly Lys 
35 40 45 

Pro Asp His Val Tyr Lys Asn Val Phe Ser Gly Phe Ala Ala Thr Leu 
50 ~ 55 60 

Asp Glu Asn Met Val Arg Val Leu Arg Ala His Pro Asp Val Glu Tyr 
65 70 75 80 

He Glu Gin Asp Ala Val Val Thr He Asn Ala Ala Gin Thr Asn Ala 
85 90 95 

Pro Trp Gly Leu Ala Arg He Ser Ser Thr Ser Pro Gly Thr Ser Thr 
100 105 110 

Tyr Tyr Tyr Asp Glu Ser Ala Gly Gin Gly Ser Cys Val Tyr Val He 
115 120 125 

Asp Thr Gly He Glu Ala Ser His Pro Glu Phe Glu Gly Arg Ala Gin 
130 135 140 

Met Val Lys Thr Tyr Tyr Tyr Ser Ser Arg Asp Gly Asn Gly His Gly 
145 ISO 155 160 

Thr His Cys Ala Gly Thr Val Gly Ser Arg Thr Tyr Gly Val Ala Lys 
165 170 175 

Lys Thr Gin Leu Phe Gly Val Lys Val Leu Asp Asp Asn Gly Ser Gly 
180 185 190 
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Gin Tyr Ser Thr I- 1 * ^ ~c^Lr~Gl^ -^et Asp Phe Val Ala Ser Asp Lys 
195 200 205 

Asn Asn Arg Asn Cys Pr^ ^ySTGly Val Val Ala Ser Leu Ser Leu Gly 
210 215 220 

Gly Gly Tyr Ser Ser Ser Val Asn Ser Ala Ala Ala Arg Leu Gin Ser 
225 230 235 240 

Ser Gly Val Met Val Ala Val Ala Ala Gly Asn Asn Asn Ala Asp Ala 
245 250 255 

Arg Asn Tyr Ser Pro Ala Ser Glu Pro Ser Val Cys Thr Val Gly Ala 
260 265 270 

Ser Asp Arg Tyr Asp Arg Arg Ser Ser Phe Ser Asn Tyr Gly Ser Val 
275 280 285 

Leu Asp lie Phe Gly Pro Gly Thr Ser lie Leu Ser Thr Trp lie Gly 
290 295 300 

Gly Ser Thr Arg Ser lie Ser Gly Thr Ser Met. Ala Thr Pro His Val 
305 310 315 320 

Ala Gly Leu Ala Ala Tyr Leu Met Thr Leu Gly Lys Thr Thr Ala Ala 
325 330 335 

j 

Ser Ala Cys Arg Tyr lie Ala Asp Thr Ala Asn Lys Gly Asp Leu Ser 
340 345 350 

Asn He Pro Phe Gly Thr Val Asn Leu Leu Ala Tyr Asn Asn Tyr Gin 
355 360 365 



Ala 



<210> 2 
<211> 1124 
<212> DNA 

<213> Tritirachium album Limber 
<400> 2 

gaattcgctc ctgccgttga gcagcgctcc 
gagatggttg ccaacaagta catcgtcaag 
gatgctgcca tggagaagat ctctggcaag 
ggtttcgctg cgaccctgga cgagaacatg 
gagtacatcg agcaggatgc tgttgtcacc 
ggcctggctc gcatctccag caccagcccc 
gccggccaag gctcctgcgt ctacgtgatc 
ttcgagggtc gtgcccagat ggtcaagacc 
cacggcaccc actgcgctgg taccgttggc 
cagctgttcg gtgtcaaggt cctggatgac 
gccggtatgg acttcgttgc cagcgacaag 
gcctccttat ccctgggcgg tggttactcc 
cagagctctg gtgtcatggt cgccgtcgct 
tactcccctg cttctgagcc ctcggtctgc 
cgctccagct tctccaacta cggcagcgtt 
ctctccacct ggatcggcgg cagcacccgc 



gaggctgctc ctctgatcga ggcccgcggc 60 
ttcaaggagg gtagcgctct ttccgctctg 120 
cccgaccacg tctacaagaa cgtcttcagc 180 
gttcgggttc tccgcgccca ccccgatgtt 240 
atcaacgctg cgcagaccaa cgctccctgg 300 
ggtacctcta cctactacta tgacgaatct 360 
gacaccggta tcgaggcatc gcaccccgag 420 
tactactact ccagtcgcga cggtaacggt 480 
tcccgtacct acggtgtcgc caagaagacc 54 0 
aacggcagtg gccagtactc caccatcatc 600 
aacaaccgca actgccccaa aggtgtcgtt 660 
tcctccgtga acagcgccgc tgcccgcctc 72 0 
gccggtaaca acaacgctga cgcccgcaac 78 0 
accgtcggtg cttctgaccg ctacgaccgc 840 
ttggacatct tcggccctgg taccagcatc 900 
tccatctctg gtacctccat ggctactccc 96 0 
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cacgttgccg gtctcgctgc ctacctcatg actcttggaa agactaccgc cgccagcgct 1020 
tgccgataca ttgccgacac cgccaacaag ggcgacttaa gcaacattcc cttcggcact 1080 
gtcaacttgc ttgcctacaa caactaccag gcttaatgaa gctt 1124 

<210> 3 
<211> 79 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Primer 
<400> 3 

cgcgaattcg ctcctgccgt tgagcagcgc tccgaggctg ctcctctgat cgaggcccgc 60 
ggcgagatgg ttgccaaca 79 

<210> 4 
<21l> 80 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Primer 
<400> 4 

atcttctcca tggcagcatc cagagcggaa agagcgctac cctccttgaa cttgacgatg 60 
tacttgttgg caaccatctc 80 

<210> 5 
<211> 80 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Primer 
<400> 5 

tgccatggag aagatctctg gcaagcccga ccacgtctac aagaacgtct tcagcggttt 60 
cgctgcgacc ctggacgaga 60 

<210> 6 
<211> 64 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Primer 
<400> 6 

tgctcgatgt actcaacatc ggggtgggcg cggagaaccc gaaccatgtt ctcgtccagg 60 
gtcg 64 

<210> 7 
<211> 65 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Primer 
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<400> 7 

tgagtacatc gagcaggatg ctgttgtcac catcaacgct gcgcagaccg ctgcgcagac 60 
caacg 65 



<210> 8 
<211> 70 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 



<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Primer 
<400> 8 

agtaggtaga ggtaccgggg ctggtgctgg agatgcgagc caggccccag ggagcgttgg 60 
tctgcgcagc 70 

<210> 9 
<211> 80 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Primer 
<400> 9 

gtacctctac ctactactat gacgaatctg ccggccaagg ctcctgcgtc tacgtgatcg 60 
acaccggtat cgaggcatcg 80 



<210> 10 

<211> 81 

<212> DNA 

<213> Artificial 



Sequence 



<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Primer 
<400> 10 

ttaccgtcgc gactggagta gtagtaggtc ttgaccatct gggcacgacc ctcgaactcg 60 
gggtgcgatg cctcgatacc g 8X 

<210> 11 
<211> 78 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Primer 
<400> 11 

ccagtcgcga cggtaacggt cacggcaccc actgcgctgg taccgttggc tcccgtacct 60 
acggtgtcgc caagaaga 78 

<210> 12 

<211> 73 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Primer 
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<400> 12 

atggtggagt actggccact gccgttgtca tccaggacct tgacaccgaa cagctgggtc 60 
ttcttggcga cac 73 

<210> 13 
<211> 81 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Primer 
<400> 13 

ggccagtact ccaccatcat cgccggtatg gacttcgttg ccagcgacaa gaacaaccgc 60 
aactgcccca aaggtgtcgt t 81 

<210> 14 
<211> 81 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Primer 
<400> 14 

gctctggagg cgggcagcgg cgctgttcac ggaggaggag taaccaccgc ccagggataa 60 
ggaggcaacg acacctttgg g 81 

<210> 15 
<211> 82 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Primer 
' <400> 15 

gcccgcctcc agagctctgg tgtcatggtc gccgtcgctg ccggtaacaa caacgctgac 60 
gcccgcaact actcccctgc tt 82 

<210> 16 
<211> 80 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Primer 
<400> 16 

gttggagaag ctggagcggc ggtcgtagcg gtcagaagca ccgacggtgc agaccgaggg 60 
ctcagaagca ggggagtagt 80 

<210> 17 
<211> 83 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 



<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Primer 
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<400> 17 

ctccagcttc tccaactacg gcagcgtttt ggacatcttc ggccctggta ccagcatcct 60 
ctccacctgg atcggcggca gca 83 

<210> 18 
<2ll> 81 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Primer 
<400> 18 

tcatgaggta ggcagcgaga ccggcaacgt ggggagtagc catggaggta ccagagatgg 60 
agcgggtgct gccgccgatc c 81 

<210> 19 
<211> 81 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Primer 
<400> 19 

ctgcctacct catgacctta ggaaagacca ccgccgccag cgcttgccgt tacatcgccg 60 
acaccgccaa caagggcgac t 81 

<210> 20 
<211> 87 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Primer 
<400> 20 

atataagctt ctattaagcc tggtagttgt tgtaggctaa caggttgacg gtgccgaagg 60 
gaatgttgct taagtcgccc ttgttgg 87 



<210> 21 
<211> 384 
<212> PRT 

<213> Tritirachium album Limber 
<400> 21 

Met Arg Leu Ser Val Leu Leu Ser Leu Leu Pro Leu Ala Leu Gly Ala 
15 10 15 

Pro Ala val Glu Gin Arg Ser Glu Ala Ala Pro Leu lie Glu Ala Arg 
20 25 30 

Gly Glu Met Val Ala Asn Lys Tyr lie Val Lys Phe Lys Glu Gly Ser 
35 40 45 



Ala Leu Ser Ala Leu Asp Ala Ala Met Glu Lys lie Ser Gly Lys Pro 
50 55 60 
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Asp His Val Tyr Lys Asn. Val Phe Ser Gly Phe Ala Ala Thr Leu Asp 
65 70 75 80 

Glu Asn Met Val Arg Val Leu Arg Ala His Pro Asp Val Glu Tyr lie 
85 90 95 

Glu Gin Asp Ala Val Val Thr He Asn Ala Ala Gin Thr Asn Ala Pro 
100 105 110 

Trp Gly Leu Ala Arg He Ser Ser Thr Ser Pro Gly Thr Ser Thr Tyr 
115 120 125 

Tyr Tyr Asp Glu Ser Ala Gly Gin Gly Ser Cys Val Tyr Val He Asp 
130 135 140 

Thr Gly He Glu Ala Ser His Pro Glu Phe Glu Gly Arg Ala Gin Met 
145 150 155 160 

Val Lys Thr Tyr Tyr Tyr Ser Ser Arg Asp Gly Asn Gly His Gly Thr 
165 170 175 

His Cys Ala Gly Thr Val Gly Ser Arg Thr Tyr Gly Val Ala Lys Lys 
180 185 190 

Thr Gin Leu Phe Gly Val Lys Val Leu Asp Asp Asn Gly Ser Gly Gin 
195 - 200 205 

Tyr Ser Thr He He Ala Gly Met Asp Phe Val Ala Ser Asp Lys Asn 
210 215 220 

Asn Arg Asn Cys Pro Lys Gly Val Val Ala Ser Leu Ser Leu Gly Gly 
225 230 235 240 

Gly Tyr Ser Ser Ser Val Asn Ser Ala Ala Ala Arg Leu Gin Ser Ser 
245 250 255 

Gly Val Met Val Ala Val Ala Ala Gly Asn Asn Asn Ala Asp Ala Arg 
260 265 270 

Asn Tyr Ser Pro Ala Ser Glu Pro Ser Val Cys Thr Val Gly Ala Ser 
275 280 285 

Asp Arg Tyr Asp Arg Arg Ser Ser Phe Ser Asn Tyr Gly Ser Val Leu 
290 295 300 

Asp He Phe Gly Pro Gly Thr Ser He Leu Ser Thr Trp He Gly Gly 
305 310 315 320 

Ser Thr Arg Ser He Ser Gly Thr Ser Met Ala Thr Pro His Val Ala 
325 330 335 

Gly Leu Ala Ala Tyr Leu Met Thr Leu Gly Lys Thr Thr Ala Ala Ser 
340 345 350 

Ala Cys Arg Tyr He Ala Asp Thr Ala Asn Lys Gly Asp Leu Ser Asn 
355 360 365 

He Pro Phe Gly Thr Val Asn Leu Leu Ala Tyr Asn Asn Tyr Gin Ala 
370 375 380 
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